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k57 Resumen:
Procedimiento basado en el analisis de nucleotidos
para la deteccion inmediata en lnea de sacricio de
carnes de cerdo exudativas.
El objeto de la invencion es la determinacion de las
carnes exudativas (tipo PSE y RSE) basado en la
medida rapida (a 2 horas postmortem) del conte-
nido en adenosin trifosfato (ATP) o inosin monofos-
fato (IMP) muscular cuanticado mediante tecnicas
cromatogracas, espectrofotometricas y/o luminis-
centes. Este procedimiento permite determinar las
carnes exudativas a tan solo 2 horas desde el sacri-
cio lo cual permite una pronta y optima seleccion
de las carnes mas adecuadas en la propia lnea de
sacricio. Por tanto, se adapta perfectamente como
herramienta de control y vericacion de la calidad
de la carne de cerdo. Las ventajas son la simplicidad
de la preparacion de la muestra a analizar, rapidez
del ensayo en controles analticos rutinarios y la po-
sibilidad de una rapida seleccion de las canales en la
propia lnea de sacricio.
Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art. 37.3.8 LP.
Venta de fascculos: Ocina Espa~nola de Patentes y Marcas. C/Panama, 1 { 28036 Madrid
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DESCRIPCION
Procedimiento basado en el analisis de nu-
cleotidos para la deteccion inmediata en lnea de
sacricio de carnes de cerdo exudativas.
Sector de la invencion:
Tecnicas de analisis en tecnologa de alimen-
tos. Industria carnica.
Estado de la tecnica
Los avances tecnologicos conseguidos en la in-
dustria agroalimentaria han tenido como contra-
partida una notable disminucion de las carac-
tersticas sensoriales de los alimentos producidos
debido al crecimiento acelerado de cultivos, pre-
cocidad de la produccion ganadera y rapidez de
los procesos de fabricacion industrial. Estos fac-
tores han ocasionado un progresivo deterioro de
la calidad con un alto porcentaje de incidencia de
carnes exudativas, tanto palidas (tipo PSE-Pale,
soft and exudative/palido, blando y exudativo)
como de coloracion normal (tipo RSE-Reddish,
soft and exudative/rojizo, blando y exudativo),
resultando en una perdida gradual de conanza
por parte de los consumidores de la cual no ha
sido ajena la industria de transformacion de la
carne de cerdo blanco que tambien usa dichas car-
nes como materia prima.
As pues, resulta esencial garantizar un deter-
minado nivel de calidad y de desarrollo de las ca-
ractersticas sensoriales que resulte atractivo para
el consumidor (si consume la carne fresca) o ade-
cuado para el industrial que transformara dicha
materia prima en productos curados y/o cocidos.
Por este motivo, se considera de primordial in-
teres disponer de algun procedimiento rapido y
able que pueda ser utilizado para estimar las
carnes exudativas.
Existen diversos metodos para la deteccion
de carnes exudativas tales como la medida del
pH a los 45 minutos postmortem (Eikelenboom,
Campion, Kaufman and Cassens 1974, J. Ani-
mal Science 39, 303-308) que, a pesar de su ex-
tenso uso, se encuentra sujeta a cierta variabili-
dad ya que no siempre se produce una cada tan
rapida de pH en dichas carnes. Ademas, tambien
plantea dicultades operativas en su medida ya
que las canales se encuentran normalmente en el
tunel de congelacion entre los 30 y 120 minu-
tos. Otros metodos propuestos, no siempre sa-
tisfactorios, consisten en la medida de la lumino-
sidad, reflectancia, conductividad, impedancia o
capacidad de retencion de agua (van Laack, Kau-
man, Sybesma, Smulders, Eikelenboom and Pin-
heiro 1994, Meat Science 38, 193-201; Garrido,
Pedauye, Ba~non y Laencina 1994, Meat Science
37, 411420; van Oeckel, Casteels, Warnants, de
Boever, Boucque y Bosschaerts, 1997, Fleischwir-
tschaft International 3, 16-21). Por ejemplo, la
medida de la luminosidad es incapaz de detectar
las carnes exudativas de coloracion normal (tipo
RSE) que en nuestros controles en mataderos han
llegado a suponer hasta un 25 % de incidencia en
el total de canales. Por otra parte, la adecuada
medida de la capacidad de retencion de agua re-
sulta inviable en su aplicacion industrial porque
implica varios das de duracion.
Resulta pues evidente la necesidad de nuevos
metodos rapidos y ables que permita disponer de
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resultados inmediatos. Un metodo atractivo con-
siste en la medida de nucleotidos musculares. El
adenosin-trifosfato (ATP) es un nucleotido pre-
sente en el musculo que, dado su caracter de alto
contenido en energa, desaparece rapidamente a
partir del momento de sacricio del animal. El
metabolismo de los nucleotidos en musculo por-
cino es muy complejo (Tsai, Cassens, Briskey
and Greaser 1972, J. Food Science, 37, 612-616),
siendo la principal ruta de degradacion:
ATP ! ADP ! AMP ! IMP ! I ! Hx
siendo ATP : Adenosin trifosfato; ADP adeno-
sin difosfato; AMP : adenosin monofosfato; IMP
: Inosin monofosfato; I Inosina y Hx : Hipoxan-
tina. Estas reacciones ocurren con mayor rapidez
en cerdos con tendencia al stress. Normalmente,
la disminucion del ATP se corresponde con un au-
mento proporcional del IMP en las primeras horas
postmortem.
La medida del ATP y sus metabolitos a 24
horas postmortem ha sido estudiada aunque sin
encontrar relacion alguna con la calidad (Seewald,
laizzo, Heisswolf y Eichinger, 1993, Meat Science,
35, 47-61). Los niveles de ATP, ADP, AMP e
IMP tambien han sido medidos en cerdos con dis-
tintos genes de halotano (Essen-Gustavson, Kar-
ltrom, Lundstrom y Po¨so¨, 1991, Proc. 37th. Int.
Congr. Meat Sci. TechnolVol 1, 348-351, Kul-
mbach, Germany). Se ha propuesto en diversas
publicaciones la utilizacion de los nucleosidos (es-
pecialmente la hipoxantina) como ndices de fres-
cura de la carne (Vano, Kataho, Watanabe, Naka-
mura y Asano 1995, Food Chemstry 52, 439-445;
Currie, 1982, Food Science 47, 1226-1228; Fujita,
Hor, Otani, Kunita, Sawa, Sakai, Tanaka, Ta-
kagahara y Nakatani 1988, Agric. 8iol. Chem.
52, 1, 107-112; Watanabe, Tsuneishi y Takimoto
1989, J. Food Science, 54, 1169-1172) y con ma-
yor interes pescado (Hayashi, Okugawa, Kozuka,
Sasaki, lkebukuro y Karube 1996, J. Food Science
61, 736-739).
Los resultados de nuestras investigaciones han
permitido desarrollar el procedimiento objeto de
esta patente, basado en la medida del ATP o
del IMP muscular a las 2 horas postmortem, que
tiene la ventaja de la deteccion de carnes de cerdo
de tipo exudativo de una forma simple, able y
relativamente rapida, todo lo cual representa un
avance importante en las tecnicas para el control
de la calidad de la carne.
Descripcion de la invencion
El objeto de la invencion es la determinacion
de las carnes exudativas (tipo PSE y RSE) ba-
sado en la medida rapida (a 2 horas postmor-
tem) del contenido en adenosin trifosfato (ATP)
o inosin monofosfato (IMP) muscular cuanti-
cado mediante tecnicas cromatogracas, espec-
trofotometricas y/o luminiscentes.
Este procedimiento permite determinar las
carnes exudativas a tan solo 2 horas desde el sa-
cricio lo cual permite una pronta y optima se-
leccion de las carnes mas adecuadas en la pro-
pia lnea de sacricio. Por tanto, se adapta per-
fectamente como herramienta de control y veri-
cacion de la calidad de la carne de cerdo. Las
ventajas son la simplicidad de la preparacion de
la muestra a analizar, rapidez del ensayo en con-
troles analticos rutinarios y la posibilidad de una
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rapida seleccion de las canales en la propia lnea
de sacricio.
El metodo propuesto es simple y rapido.
Consta de una primera fase de preparacion de
un extracto obtenido del lomo mediante metodos
fsicos y posterior cuanticacion del ATP o del
IMP mediante cromatografa, espectrofotometra
o luminiscencia.
1.- Preparacion del extracto de nucleotidos
Las muestras de musculo Longissimus dorsi
se toman de canales de cerdos recien sacricados
a dos horas post-mortem (esta muestra se puede
congelar en nitrogeno lquido a -80C hasta su
utilizacion). Se toman hasta 50 g de dicha mues-
tra, se pican y homogeneizan en dilucion hasta
1:50 con HClO4 0.6M fro durante 4 minutos. La
mezcla se centrifuga a 15,OOOg a 4C durante
20 minutos y el sobrenadante se ltra a traves
de lana de vidrio. Alternativamente, la mezcla
se puede ltrar a traves de papel de ltro. En
ambos casos, se neutraliza con K2CO3 solido, se
mantiene 5 minutos en ba~no de hielo y se centri-
fuga de nuevo en las mismas condiciones durante
10 minutos o se ltra. El sobrenadante o ltrado
se puede guardar en congelacion a -28C hasta
su analisis. Este extracto contiene tanto el ATP
como el IMP a analizar.
2.- Analisis del ATP y/o IMP por cualquiera de
los tres metodos siguientes
Metodo A: Espectrofotometrico
El extracto obtenido en el apartado 1 es uti-
lizado como muestra para el analisis enzimatico
y posterior medida espectrofotometrica para la
cuanticacion del ATP o del IMP. Los enzimas
a utilizar para la cuanticacion del ATP pue-
den ser la 3-fosfoglicerato quinasalgliceraldehido-
3-fosfato deshidrogenasa o bien
la hexoquinasalglucose-6-fosfato deshidrogenasa.
En ambos casos y durante la incubacion hasta
40C y hasta 30 minutos, se mide el cambio de
absorbancia a 339 nm, resultante de la oxidacion
del NADH (1er caso) o generacion de NADPH
(2 caso), que es proporcional a la cantidad de
ATP presente en el extracto. En el caso del IMP
se hidroliza con fosfatasa alcalina, se convierte la
inosina resultante a hipoxantina mediante la nu-
cleosido fosforilasa y reaccion nal con la xantina
oxidasa para formar acido urico que es determi-
nado mediante la uricasa. Todas las reacciones se
incuban hasta 45C. La disminucion de absorban-
cia a 293 nm es proporcional a la cantidad inicial
de IMP en el extracto.
Metodo B: Luminiscente
El extracto del apartado 1 que contiene el
ATP es diluido hasta 1:500,000 e incubado hasta
30C durante un tiempo maximo de 10 minu-
tos con luciferina en presencia de luciferasa para
dar pirofosfato y adenilil luciferina. Esta ultima
es oxidada por O2 en presencia de la misma en-
zima, dando CO2, AMP y oxiluciferina en estado
electronicamente excitado. La relajacion conlleva
la emision de luminiscencia a 562 nm que es pro-
porcional a la cantidad de ATP en el extracto
inicial. Este metodo permite una muy rapida y
precisa determinacion de la concentracion de ATP
en el extracto.
Metodo C: Cromatograco
Se utiliza una cromatografa de par de iones
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en la cual el par ionico es una sal de tetrabutila-
monio. Se inyecta el extracto obtenido segun el
apartado 1, directamente o diluido hasta 1:10, en
una columna de fase inversa acoplada a un cro-
matografo HPLC. La separacion cromatograca
de los nucleotidos se realiza en gradiente desde
100 % de fase A (tampon 0.1 M KH2PO4 y 5 mM
tetrabutilamonio a pH 5.5) hasta 100 % de fase
B (mezcla 75:25 de la fase A con metanol). La
temperatura de la columna se mantiene a 35C y
el caudal a 0.8 ml/min. La deteccion se realiza
en lnea con un detector UV o de diodos a 254
nm o 260 nm. El calibrado y la identicacion de
los picos se realiza con patrones externos. Este
metodo que puede ser automatizado mediante el
uso de un autoinyector permite una medida muy
precisa y relativamente rapida (hasta 30 minutos)
de ambos, ATP e IMP.
Los ejemplos que siguen son ilustrativos del
presente invento y no deben ser considerados li-
mitativos:
Ejemplo 1
Se parte de una canal de cerdo recien sacri-
cada (2 horas postmortem). Se corta transversal-
mente entre la 4a y 5
a
 costilla lumbar y se toma
el musculo Longissimus dorsi excluyendo la grasa
visible. Una vez picada, se toman 5 gramos a los
que se adicionan 15 ml de tampon perclorico 0.6
M y se procede tal como se explica en el apartado
1. Una vez obtenido el extracto a medir (mues-
tra) se procede al ensayo enzimatico : Se pipe-
tea sucesivamente en una microcubeta de cuarzo
las siguientes disoluciones : 850 l de la diso-
lucion con 0.1 M de Trietanolamina, 4.5 mM de
K2CO3, 4 mM de MgSO4, 1.1 mM de EDTA,
6.15 mM de glicerato-3-fosfato, pH 7.6; 15 l de
la disolucion de 17 mM de NADH en NaHCO3
al 5 % y 120 l de muestra. Se lee la absorban-
cia a 339 nm (valor Al) en un espectrofotometro
frente a un blanco (agua en lugar de muestra).
Se a~nade 15 l de la suspension enzimatica con-
sistente en 0.6 ml de 3-fosfoglicerato quinasa de
levadura en suspension de sulfato amonico 3.2 M
y 0.4 ml de Gliceraldehido-3-fosfato deshidroge-
nasa de musculo esqueletico de conejo en sus-
pension de sulfato amonico 3.2 M. Se agita y se
vuelve a leer la absorbancia a los cinco minutos
(A2). Teniendo en cuenta el factor de dilucion,
el coeciente de absorcion molar y el ancho de
cubeta, el incremento de absorbancia A339 =
(A2-A1)muestra - (A2-A1)blanco esta relacionado
con la oxidacion del NADH que es proporcional
a la concentracion de ATP de la siguiente forma:
ATP(mol/gmusc)= 3.968 x A339. Se obtiene
un resultado de 5.3 mol de ATP por gramo de
musculo que es indicativo de una carne normal no
exudativa.
Ejemplo 2
Se parte de una canal de cerdo recien sacri-
cada. Se corta transversalmente en su zona cen-
tral y se toma el musculo Longissimus dorsi exclu-
yendo la grasa visible. Una vez picada, se toman
5 gramos a los que se adicionan 50 ml de tampon
perclorico 0.6 M y se procede tal como se explica
en el apartado 1. Se mezcla el extracto resultante,
diluido 1:25,000, con la luciferina-luciferasa y se
procede a la reaccion en incubacion a 30C du-
rante 1 minuto. Se produce oxiluciferina cuya re-
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lajacion conlleva la emision de fotones. Se mide la
emision resultante a 562 nm en un luminometro.
El valor numerico obtenido que es proporcional
a la cantidad inicial de ATP presente en el ex-
tracto nos indica un valor de 1.5 mol de ATP
por gramo de musculo lo cual es indicativo de
una carne exudativa.
Ejemplo 3
Se parte de una canal de cerdo recien sacri-
cada. Se corta transversalmente en su zona cen-
tral y se toma el musculo Longissimus dorsi exclu-
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yendo la grasa visible. Una vez picada, se toman
5 gramos a los que se adicionan 15 ml de tampon
perclorico 0.6 M y se procede tal como se explica
en el apartado 1. Se inyecta el extracto en el cro-
matografo HPLC. Tras obtener el cromatograma,
detectado por UV a 254 nm, se cuantican los pi-
cos correspondientes al ATP y al IMP. Los valores
integrados corresponden a 1.7 mol de ATP por
gramo de musculo y 3.1 mol de IMP por gramo
de musculo lo cual indica una carne exudativa.
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REIVINDICACIONES
1. Un metodo rapido de deteccion de las car-
nes de cerdo de tipo exudativo basado en el ana-
lisis del ATP y/o IMP muscular que se carac-
teriza porque se realiza en las etapas siguientes:
Preparacion de un extracto muscular y posterior
cuanticacion del ATP e IMP por cromatogra-
fa lquida de alta resolucion, espectrofotometra
o luminiscencia.
2. Un metodo rapido de deteccion de las car-
nes de cerdo de tipo exudativo basado en el ana-
lisis del ATP y/o IMP muscular, segun la rei-
vindicacion 1a, que se caracteriza porque el ex-
tracto muscular se obtiene a partir de una mues-
tra de cualquier musculo procedente de canales de
cerdo blanco hasta dos das postmortem, por me-
todos fsicos bien directamente o mediante dilu-
cion hasta 1:500,000 sin necesidad de puricacion
previa.
3. Un metodo rapido de deteccion de las car-
nes de cerdo de tipo exudativo basado en el ana-
lisis del ATP y/o IMP muscular, segun las reivin-
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dicaciones 1a y 2
a
, que se caracteriza porque la
cuanticacion del ATP e IMP muscular, se realiza
por deteccion espectrofotometrica o luminiscente
o, si se desea mayor sensibilidad, por cromatogra-
fa lquida de alta resolucion con deteccion ultra-
violeta.
4. Un metodo rapido de deteccion de las car-
nes de cerdo de tipo exudativo basado en el ana-
lisis del ATP y/o IMP muscular, segun las reivin-
dicaciones 1a, 2
a
 y 3
a
, que se caracteriza por-
que se emplea analisis enzimatico en la deteccion
espectrofotometrica, analisis con luciferina-lucife-
rasa en la deteccion por luminiscencia o columna
de fase inversa en el caso de la deteccion croma-
tograca.
5. Un metodo rapido de determinacion de las
carnes de cerdo de tipo exudativo basado en el
analisis del ATP ylo IMP muscular, segun las rei-
vindicaciones 1a, 2
a
, 3
a
 y 4
a
, que se caracteriza
porque el bajo contenido inicial en ATP o alto de
IMP, especialmente en muestras tomadas entre 1
y 5 horas postmortem, esta directamente relacio-
nado con las carnes de tipo exudativo.
5
OFICINA ESPA~NOLA
DE PATENTES Y MARCAS
ESPA~NA
k11 ES 2 160 048
k21 N. solicitud: 009900811
k22 Fecha de presentacion de la solicitud: 20.04.1999
k32 Fecha de prioridad:
INFORME SOBRE EL ESTADO DE LA TECNICA
k51 Int. Cl.7: C12Q 1/48, 1/66, G01N 33/12, 33/52
DOCUMENTOS RELEVANTES
Categora Documentos citados Reivindicaciones
afectadas
X HONIKEL, K.O.: "U¨berlegungen und Vorschla¨ge zur Fru¨herkennung von 1-5
PSE- und DFD-Fleisch in Schlachttierko¨rpern", (1976),
Fleischwirtschaft, Vol. 56 (8), paginas 1143-1146,
todo el documento.
A VALLE, M. et al.: "Evaluation of sh decomposition by liquid
chromatographic assay of ATP degradation products", (1995),
J. of AOAC International, Vol. 81 (3), paginas 571-575,
ISSN 1060-3271, todo el documento.
Categora de los documentos citados
X:
Y:
A:
de particular relevancia
de particular relevancia combinado con otro/s de la
misma categora
refleja el estado de la tecnica
O:
P:
E:
referido a divulgacion no escrita
publicado entre la fecha de prioridad y la de presentacion
de la solicitud
documento anterior, pero publicado despues de la fecha
de presentacion de la solicitud
El presente informe ha sido realizado
 para todas las reivindicaciones para las reivindicaciones n:
Fecha de realizacion del informe Examinador Pagina
31.08.2001 A. Maquedano Herrero 1/1
